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吹 细 胞 糖尿 病 炎 症 lan 型 中 的 作用 
黄 凯 ， 肖 W, 


医学 重点 实验 室 ， 桂林 医学 院 附属 医院 ， 广西 桂林 
2. 桂林 医学 院 附属 医院 ， 广西 桂林 541001 ) 
摘要 : 为 研究 罗汉 果 苷 IIE 在 脂 多 糖 PS) 和 棕榈 酸 (PA) 联合 诱导 小 鼠 巨 哈 细 胞 糖尿 病 


炎症 模型 中 的 作用 ， 


该 文采 月 


处 理 小 鼠 巨 叹 细 胞 RAW 264.7 构建 糖尿 病 炎 症 模型 ， 


12、24h 6 SATAN TAL 
lng'h HY LPS 和 100 umol-L* PA 两 者 共同 处 再 
(2) 进而 用 
h 后 , 用 20 umol L "罗汉果 痛 IE 处 到 
的 表达 变化 ,发 现 20 pmol L PIRE IE 处 理 12h 可 显著 降低 LPS 和 PA 联合 
KF, WAPARE IE 能 够 有 效 降 低 巨 


炎症 协同 作 


j 最 好 ; 


mRNA 表达 


Re: H 


Ë IE 可 能 在 治疗 糖尿 病 中 起 到 
RIKI 炎症 模型 ， 


E12 h, 应 


一 定 的 作用 ， 
BYR IE, ARS eR, ERA, 72) it ERY 


E 1 ng-uL ‘LPS 和 100 pmol-L ‘PA 联 


Wis HL HEL AI RIEK F 


BS) EIR? 


日 1 ng 的 脂 多 糖 CLPS) 和 100 umol- L RRR (PA) 联合 
并 运 
胞 中 炎症 因子 TNF-a mRNA 的 表达 水 习 
小 鼠 巨 叭 细胞 RAW 264.7 在 24h 时 产生 的 


J qRT-PCR 分 别 检测 0、1、3、6、 


F 变化。 结果 表明 : 
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fig 12 


] qRT-PCR 检测 细胞 炎症 因子 TNF-a mRNA 


诱导 的 TNF-a 


BEUN, 罗汉果 


这 为 糖尿 病 治疗 新 策略 的 提出 提供 了 参考 。 
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Mogroside IIE effect on the macrophage in diabetes 


inflammatory models 
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Guilin Medical University, Guilin 541001, Guangxi, China; 2. Guilin Medical University, 
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Abstract: To explorer the mogroside IIE effect on macrophages in mice diabetes inflammation 


model by induced with lipopolysaccharide and palmitic acid, 1 ng-uL' LPS and 100 umol:L” PA 


were combined treatment for macrophages in mice RAW 264.7, and the mRNA expression 
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changes of TNF-a was detected by qRT-PCR. Also the macrophages in mice with induced by 
lipopolysaccharide and palmitic acid after 24 h was treated with 20 wmol-L' Mogroside IIE and 
the mRNA expression change of inflammatory factor TNF-a was detected by qRT-PCR at 
different points of time 1, 3, 6, 12, 24 h. The results showed the synergistic effect of inflammation 
in macrophages in mice RAW 264.7 by treatment with 1 ng-wL' LPS and 100 pmol-L' PA after 
24 h was maximum. All the above results indicate that 20 umol-L' mogroside ITE can reduce the 
mRNA expression of inflammatory factor TNF-a in macrophages in mice by treatment with LPS 
and PA, which provides the reference for new therapy of diabetes. 
Key words: inflammation model of diabetes, mogroside IIE, lipopolysaccharide, palmitic acid, 
macrophages in mice 

糖尿 病 作 为 一 种 慢性 代谢 性 疾病 ,近年 来 发 病 率 逐 渐 上 升 。 据 统计 ， 糖 尿 病 的 危害 程度 
仅 次 于 肿瘤 和 心血 管 疾病 , 是 威胁 人 类 健康 的 第 三 大 疾病 , 给 全 世界 人 们 带 来 了 巨大 的 经 济 
究 发 现 ， 糖 尿 病 的 患者 常 伴 有 脂 代谢 紊乱 ， 主 要 表现 为 血 
浆 游 离 脂肪 酸 (free fatty acid, SFA) 浓度 增高 ， 特 别 是 棕榈 酸 (palmitic acid, PA) 含量 的 
增高 (Ruiz-nez et al., 2016)。SFA 以 及 其 他 因素 共同 作用 可 使 得 革 兰 氏 阴 性 菌 细胞 壁 的 组 成 部 
分 脂 多 糖 (Lipopolysaccharide, LPS) 呈 低 水 平 增 高 (Das et al.,2010; Hellmann et al., 2013). 
随 着 体内 循环 的 LPS 和 SFA 增加 , 它们 可 能 产生 协同 作用 , 进而 促进 一 种 强烈 的 炎症 反应 ， 
而 这 种 促 炎 反应 远 超 于 LPS 或 SFA 单独 作用 。 近 年 来 ， 炎 症 反 应 在 糖尿 病 发 生发 展 中 的 作 
用 受到 广泛 关注 , 越 来 越 多 的 炎症 介质 及 免疫 标志 物 , 如 C 反应 蛋白 (CRP) 、 肿 瘤 坏死 因子 
a (TNF-a) 、 白 细胞 介 素 6〈IL-6) 、 血 浆 纤 溶 酶 原 激 活 等 都 与 糖尿 病 及 其 并 发 症 密切 相关 ， 
且 被 认为 是 肥胖 和 糖尿 病 的 预测 因子 。 因 此 ， 减 弱 由 LPS 和 SFA 协同 产生 的 强烈 促 炎 反应 
对 于 糖尿 病 的 治疗 至 关 重 要 。 

罗汉 果 (Siraitia grosvenorii) 是 我 国 广西 特有 的 传统 药 食 同 源 植物 ， 属 于 戎 芦 科 家 族 成 
员 。 经 检测 罗汉 果 内 富 仿 蛋白质、 维生素 、 微 量 元 素 、 多 糖 等 营养 成 分 ， 同 时 还 含有 葫芦 
三 蓝 皂 芽 和 黄酮 等 多 种 活性 成 分 , 其 中 萌 芦 烷 三 蒿 化合物 为 罗汉 果 主 要 功能 成 分 。 现代 药理 
研究 证 实 ， 罗汉 果 不 仅 具 有 止咳 祛 痰 、 抗 氧化 、 抗 炎 等 药理 作用 ,而 且 还 能 显著 干预 糖 脂 代 
谢 异常 。 有 研究 发 现 , 给 患 有 糖尿 病 的 小 鼠 服 用 罗汉 果 苔 可 以 预防 和 减少 糖尿 病 并 发 症 (Qi 
et al.,2008; Song et al., 2007; Suzuki et al., 2007). PWR IE 是 一 种 苦味 三 帖 旦 苷 ， 也 是 
FURE V 的 前 体 ， 为 未 成 熟 罗汉 果 的 主要 成 分 。 然 而 ,罗汉 果 昔 IE 在 糖尿 病 治 疗 当中 的 
作用 ， 至 今 仍然 未 知 。 
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负担 (Lassenius et al., 2011)。 
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有 研究 表明 , 巨星 细胞 可 在 宿主 防御 机 制 中 发 挥 关键 作用 , 并 可 在 促 炎 细胞 因子 和 细菌 


LPS 暴露 下 被 激活 (Xie et al.,1993; Zhang & Ghosh., 2000)。 被 诱导 的 巨 蜂 细胞 大 量 产生 倪 


炎 细 胞 因子 ， 如 TNF-a. IL-1. IL-6 和 NO、PGE2 等 。 这 些 促 炎 因子 在 炎症 性 疾病 中 发 挥 


关键 作用 (Vane et al., 1994; Marks-konczalik et al., 1998)。 由 于 血浆 中 丰富 的 脂肪 酸 棕榈 酸 
CPA) 的 增加 可 导致 型 糖尿 病 的 血脂 异常 ， 表 明 PA 是 一 种 重要 的 参与 糖尿 病 的 脂肪 酸 。 
同时 临床 研究 报道 肥胖 患者 血液 循环 中 脂 多 糖 (LPS) 升 高 ， 进 而 LPS 可 通过 TLR4 信号 通路 
触发 炎症 反应 ， 激 活 组 织 炎 症 因子 。 综 上 糖尿 病 合 并 肥胖 患者 可 能 同时 存在 PA 升 高 和 LPS 
升 高 。 因此 ， 本 文采 用 脂 多 糖 〈LPS ) 和 棕榈 酸 (PA) 联合 处 理 小 鼠 巨 噬 细 胞 RAW 264.7 
构建 糖尿 病 炎症 模型 , 该 模型 的 建立 能 客观 的 模拟 糖尿 患者 体内 因 PA 和 LPS 失调 引起 的 炎 
症 反 应 ， 同 时 能 简便 、 节 约 、 快 速 、 客 观 的 观察 实验 结果 ， 具 有 一 定 的 创新 性 。 紧 接着 我 们 
在 该 糖尿 病 模 型 的 基础 上 研究 罗汉 果 昔 IE 对 细胞 内 炎症 因子 TNF-a mRNA 的 影响 ， 旨 在 


TRAD DORE IE 治疗 糖尿 病 的 潜在 可 能 性 ， 为 糖尿 病 治疗 新 策略 的 提出 提供 参考 依据 。 


z 1 材料 与 方法 


1.1 材料 
棕榈 酸 (PA) 、 脂 多 糖 PS) 均 购 自 Sigma AF; PRE IE 购 自 成 都 曼 斯 特 生物 
N 科技 有 限 公 司 Chttp:/www.cdmust.com/) ， 并 溶 于 甲醇 配置 成 20 umol: L'R. 


1.2 PA 母液 的 配置 
将 一 定量 的 PA 加 入 到 含 0.1 mol.L ”NaOH 的 70% 乙 醇 中 ，70 'C 水 浴 溶 解 ， 泥 匀 后 冷 


却 至 室温 ， 待 用 。 
1. 3 细胞 培养 
J) FR RA RAW 264.7 购 自 上 海 生 命 科 学 研究 院 细胞 资源 中 心 ， 细 胞 接种 于 含 10% 


青 的 DMEM (WE Gibco 公司 ) 完全 培养 基 中 ， 置 于 37 C 5% CO 饱和 湿度 培养 


胎 牛 
箱 中 培养 。 


1.4 qRT-PCR 检测 加 药 后 细胞 中 TNF- a mRNA 表达 水 平 的 变化 
收集 各 组 加 药 后 24 h 生长 状态 良好 的 RAW 264.7 细胞 ， 采 用 Trizol 法 提取 细胞 中 总 


aes 


RNA, 用 反 转 录 试 剂 盒 合 成 cDNA, 以 cDNA 为 模板 ,采用 SYBR Green Gene Expression Assay 


试剂 盒 分 别 检测 转 染 后 各 组 细胞 中 TNF-a 和 内 参 GAPDH mRNA 的 表达 。 该 实验 采用 40 个 


循环 ， 扩 增 程 序 为 : 94C 预 变性 min, 94 变性 30 s，60 CEK 10s, 72 CE 30s 。 


扩 增 结束 后 统计 各 组 CT 值 ,采用 相对 定量 2 44 cT 计 算 各 组 RAW 264.7 细胞 中 TNF-a mRNA 


oe T 
Chinay vA 
UnNINdA IVE 


相对 表达 水 平 .TNF-u 引 物 序列 为 F: 5'-CTT CAG GGA TAT GTG ATG GAC TC-3'; R: 5-GGA 


GAC CTC TGG GGA GAT GT-3'; GAPDH 的 引物 序列 为 F: 5-GGTGCTGAGTATGTCGTG-3'; 


R: 5'-TTCAGCTCTGGGATGACC:3'. 
1.5 统计 学 分 析 

实验 数据 用 xts 表示 ,利用 SPSS 21.0 软件 进行 数据 分 析 ， 多 组 间 差 异 以 单 因 素 方差 分 
析 ， 两 两 组 间 差 异 以 SNK-q 检验 分 析 ，P<0.05 表示 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 LPS 和 PA 诱导 小 鼠 巨 叭 细胞 RAW 264.7 后 TNF- a mRNA 表达 水 平 的 变化 


本 研究 的 实验 部 分 可 以 分 为 4 个 组 ， 即 未 处 理 组 CNC) 、PA 单独 诱导 组 、LPS 单独 诱 


导 组 以 及 PA All LPS 联合 诱导 组 。 经 上 述 处 理 后 分 别 于 0、1、3、6、12、24h 六 个 不 同时 


间 点 收集 细胞 ， 并 采用 qRT-PCR 检测 细胞 中 炎症 因子 TNF-a mRNA 表达 水 平 的 变化 。 由 图 


1 可 知 ，1 ng:hL LPS 诱导 产生 的 TNF-a mRNA 表达 水 平 在 1、3、6、12h 时 间 点 均 显 著 高 


于 未 处 理 组 (NC) 的 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05) ; 100 umol-L’ PA 诱导 产生 的 TNF-a 


mRNA 表达 水 平 在 1、3、6、12、24h 时 间 点 均 与 未 处 理 组 (NC) 无 显著 差异 (P>0.05) ; 


经 LPS 和 PA 联合 诱导 后 的 细胞 内 TNF-a mRNA 表达 水 平 在 1、6、24h 时 间 点 均 显 著 高 


LPS, PA 的 单独 诱导 组 ， 差 异 具有 统计 学 意义 (P<0.05) ， 且 在 24h 时 间 点 差异 最 显著 ， 


这 说 明 1 ng*yL LPS 和 100 pmol:L PA 联合 诱导 RAW 264.7 细胞 在 24h 时 间 点 产生 的 协同 


作用 最 佳 。 因 此 ， 我 们 将 24h 作为 LPS 和 PA 联合 处 理 的 最 佳 诱 导 时 间 。 


EZ 未 处 理 组 Negative control (NC) 
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o 4 i EE RaM ESN 
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(PA+LPS) 
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图 1 LPS 和 PA 诱导 小 鼠 巨 唉 细胞 后 各 组 细胞 中 TNF-u mRNA 表达 水 平 随 时 间 变 化 情况 


Fig. 1 Change of TNF-a mRNA expression with time in each group 


2.2 LPS 和 PA 诱导 24h ANA ERA RAW 264.7 的 变化 


从 图 2 可 以 看 出 , 小 鼠 巨 哈 细 胞 RAW 264.7 经 LPS 和 PA 分 别 单独 诱导 以 及 LPS 和 PA 

关 合 诱 导 24h 后 小 鼠 巨 蜂 细 胞 发 生变 化 。 图 2 结果 显示 , LPS+PA 联合 诱导 组 的 细胞 数 最 少 
且 含有 少量 的 死 细胞 ， 而 LPS 诱导 组 的 细胞 数 最 多 ， 这 进一步 说 明 1 ng uL LPS 和 100 
hmol'L1 PA 两 者 共同 处 理 小 鼠 巨 噬 细 胞 24h 后 产生 的 炎症 协同 作用 最 好 。 因 此 ,选用 24 为 


LPS 和 PA 联合 诱导 的 最 佳 时 间 。 


A. 未 处 理 组 ，B. R: C. 脂 多 糖 ，D. 标 榈 酸 + 脂 多 糖 。 图 中 标尺 均 为 200 um. 


A. Negative control; B. Palmitic acid ; C. Lipopolysaccharide ; D. Palmitic acid + 


Lipopolysaccharide. All scale bars = 200 um. 
2 LPS 和 PA 诱导 小 鼠 巨 噬 细 胞 24 h Jes 7) bt E R HBB E 


Fig. 2 Morphological change of mouse macrophage induced by LPS and PA for 24 h 


23 ”罗汉果 苷 IIHE 可 有 效 抵制 LPS 和 PA 联合 诱导 产生 炎症 协同 作用 


应 用 qRT-PCR 分 别 检测 0、6、12、24h 四 个 不 同时 间 点 细胞 中 炎症 因子 TNF-a mRNA 


的 表达 水 平 (图 3) 。 图 3 结果 显示 ，20 pmol*L PWR WE 处 理 12h 可 显著 降低 LPS 
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和 PA 联合 诱导 生成 的 TNF-a mRNA 表达 水 平 ， 差 异 具 有 统计 学 意义 (P<0.05) ; 而 对 由 
LPS 或 PA 单独 诱导 产生 的 TNF-a mRNA 表达 水 平 无 显著 差异 (P>0.05) o XWH LRE 
IE 可 以 抑制 LPS (1 ng*uL!) 和 PA (100 hmol*L-) 联合 诱导 产生 细胞 炎症 反应 ， 从 而 有 
效 降低 巨星 细胞 的 炎症 水 平 。 


EZZ 未 处 理 组 Negative control (NC) 
BE 棕榈 酸 Palmitic acid (PA) 
E 脂 多 糖 Lipopolysaccharide (LPS) 
CI 棕榈 酸 + 脂 多 糖 


Palmitic acid + Lipopolysaccharide 
10 (PA+LPS) 


8 米 米 米 


Relative TNF-a mRNA expression level 
CN 
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Methanol Mogroside IIE 


3 PYRE TE 处 理 经 PA 和 LPS ŽARA AA SEAT 7) Bt E 12h 后 各 组 细 


胞 中 TNF-a mRNA 表达 水 平 变 化 


Fig. 3 Changes of TNF-a mRNA expression in mouse macrophages induced by PA and LPS 


alone or in combination with mogroside HE for 12h in each group 


3 讨论 与 结论 


糖尿 病 炎症 的 调控 对 糖尿 病 的 治疗 至 关 重 要 。Guariguata 等 (2014) 研 究 表明 ,糖尿 病 是 
一 种 复杂 的 以 高 血糖 为 特征 的 代谢 性 疾病 ， 严 重 影 响 患 者 的 生活 质量 。Wellen 等 (2005) 
研究 表明 , 该 代谢 性 疾病 与 炎症 的 异常 产生 和 炎症 信号 通路 的 激活 密切 相关 。 本 研究 用 小 鼠 
巨 哈 细 胞 来 模拟 糖尿 病 炎 症 模 型 时 的 LPS 和 PA 所 选 浓度 与 Xiao 等 (2020) 所 报道 的 一 致 ， 


pi 


我 们 的 实验 结果 也 显示 在 该 浓度 下 两 者 共同 作用 可 诱导 炎症 协同 效应 ,同时 在 糖尿 病 病人 体 
内 ， 炎 症 反应 也 可 对 人 体 细胞 造成 一 定 的 伤害 ， 说 明 所 选 浓度 具有 可 行 性 。 

本 课题 组 肖 娟 博士 2020 年 所 发 表 的 文章 结果 发 现 , 20 umol L-1 罗汉 果 昔 在 细胞 模型 和 
小 鼠 中 可 通过 下 调 IL-9/1L-9 受 体 通路 改善 胰腺 炎 的 实验 证 据 (Xiao et al., 2020) ， 并 且 由 了 
本 实验 涉及 的 分 组 比较 多 ， 因 此 在 采用 罗汉 果 昔 IE 处 理 小 鼠 巨 噬 细 胞 炎症 模型 时 ， 我 们 只 
检测 了 不 同时 间 点 LPS 和 PA 联合 诱导 生成 的 TNF-a mRNA 表达 变化 。 本 研究 结果 发 现 ， 
处 理 12 h 的 效果 最 佳 ， 用 20 umo L! SYR WE 处 理 12h 能 显著 降低 细胞 内 PA 和 LPS 
联合 诱导 的 协同 炎症 反应 ， 而 对 于 PA 或 者 LPS 单独 诱导 的 炎症 反应 无 显著 作用 。 但 是 ， 此 
具体 作用 机 制 目 前 还 不 其 清楚 ， 有 待 进一步 地 深入 研究 。 

PWR WE 是 由 可 食用 的 罗汉 果 果 实 中 提取 而 来 , 且 罗 汉 果 中 的 糖 类 在 人 体内 升 糖 作 
用 弱 ， 基 于 这 一 点 ， 罗 汉 果 昔 IE 可 以 成 为 糖尿 病人 辅助 治疗 的 一 个 重要 方向 ， 因 此 本 项 目 
研究 结果 将 对 开发 有 效 的 抗 糖尿 病 炎 症 药物 以 及 改善 糖尿 病 患 者 的 生活 质量 具有 重要 的 指 
导 意义 。 另 外 ， 罗 汉 果 昔 WE 为 未 成 熟 罗 汉 果 中 含量 最 高 的 昔 类 ， 而 每 年 丰收 季节 未 成 熟 的 
罗汉 果 仍 然 占 有 一 定 的 比例 , 本 研究 结果 既 有 助 于 提高 未 成 熟 罗 汉 果 的 利用 价值 ， 又 对 罗汉 
果 成 体 经 济 价值 的 提升 有 益 。 


Th 
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